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本論文は和文頁 42、図 18、表 2 より構成され、末尾に参考文献 47 編が記載され
ている。 
海洋性珪藻の研究において、他生物種で確立されている実験手法が確立されていな
いものが多く、特に形質転換時に形質転換体のみを選抜するマーカーが不足してい
る。P. tricornutum において利用可能な選抜マーカーは 3 種類存在するが、そのうち
の 2 種については形質転換体を低塩環境で培養しなければ利用し難い。ピリミジン
塩基生合成系は全ての生物種で保存されている生合成系路であると考えられ、多く
の生物種で生合成系路関連遺伝子に欠損を持ったウラシル要求性株を利用した形質
転換選抜系が確立されている。そこで、P. tricornutum においてもウラシル要求性変
異株を作出し、それを宿主とした形質転換選抜マーカーの作成を目指した。 
 まず、ウラシル要求性株を得るために、強力な DNA アルキル化剤である
N-ethyl-N-nitrosourea (ENU)を用いて、P. tricornutum 野生株に変異誘導を行い、ウラ
シル要求性株のみが生存できる培地で選抜を行った。その結果、明らかなウラシル
要求性を示す株が 2 株得られた。その２株は表現系にちなんで RURF と名づけた。
また、P. tricornutum 野生株よりゲノムデータベースから予想されたウリジル 1 リン
酸合成酵素遺伝子(ptumps)候補遺伝子を単離、クローニングを行った。そして RURF
株へ既に機能が明らかとなっているヒト UMPS 遺伝子、ptumps 遺伝子を導入した。
その結果、RURF 株のウラシル要求性が相補され、通常の人工海水で生育可能とな
った。これらの結果から、クローニングを行った ptumps 遺伝子が P. tricornutum 内で
機能する UMPS をコードしていることが示唆された。それを証明するために RNA
干渉(RNAi)によって ptumps のノックダウンを行うことで、RURF 様の表現系を持っ
た株の作出を試みた。ptumps の ORF 領域の 5’末端から約 300bp の配列を用いて、逆
方向反復配列を持ったコンストラクトを作成し、野生型 P. tricornutum へ導入した。
その結果、RURF 株と同様のウラシル要求性を示す株が得られた。この RNAi 株では
ptumps mRNA の細胞内蓄積量が RT-PCR によって検出できないほどに低下していた。
また、得られた RNAi 株に対してヒト UMPS 遺伝子を導入したところ、形質が相補
され、ウラシル要求性が無くなった。 
 以上のことから UMPS のサイレンシング及び UMPS ホモログによる形質相補を、
形質転換選抜マーカーとして利用できることが明らかとなった。海洋性珪藻類の研
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究において、形質転換選抜マーカーが非常に限られたものしか利用できない状況は
大きな妨げとなっていたが、今回の結果より遺伝子の多重導入や多重サイレンシン
グの可能性を広げた。  
